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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar los efectos de la suplementación del
medio de maduración

con suero de ovino en estro, frente al protocolo estándar

suplementado con suero fetal bovino,

sobre la maduración de oocitos ovinos

tomados por aspiración folicular de ovarios ovinos sacrificadas para el abasto
público. Se maduraron un total de 205 oocitos 104 de ellos fueron sometidos a
maduración en medio MEM suplementado con FSH, LH, E2, EPI, Piruvato y suero
fetal bovino y 101 oocitos fueron madurados en medio MEM suplementado con
FSH, LH, E2, EPI, Piruvato y suero de ovino en estro. Tras 24 horas de
maduración en una incubadora a 37 °C con un ambiente de 5% de CO 2 fueron
evaluados por visualización directa mediante un estereomicroscopio de fase
invertida, y posterior tinción con acetato de orceína, para evaluar su estado de
maduración. Los resultados arrojaron que existe una diferencia significativa entre
los medios de maduración, siendo el suero fetal bovino el que dio mejores
resultados.
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INTRODUCCIÓN

La especie ovina representa muchas ventajas productivas frente a otras especies.
El éxito de su explotación, se basa en que es un animal que combina rusticidad y
mansedumbre, de tal forma que se ha desarrollado en territorios geográficamente
aislados, y logra buenos resultados productivos en condiciones adversas con
reducidos recursos naturales, de tal forma, que con el paso del tiempo, se ha
llevado a diferentes ambientes a los que no pertenece, obteniendo buenos
resultados de adaptabilidad. De aquí nace la importancia de estudiar e investigar
aún más las biotecnologías de reproducción de esta especie. Las limitaciones del
sistema son conocidas por los criadores más influyentes que ante la escasez de
padres mejoradores suelen recurrir a su importación 1.
Sin embargo, en la actualidad, no se permite la importación de esta especie desde
países como México, Uruguay y Argentina por restricciones sanitarias a raíz de
que se han diagnosticado enfermedades como lengua azul, scrapie y maedi –
visna, principalmente. Las ovejas que fueron importadas antes del cierre de las
importaciones tienen un material genético importante que mediante las prácticas
tradicionales de producción animal se perdería. Así, las nuevas demandas exigen
nuevos conocimientos y tecnologías y en especial, la transferencia y adopción de
las tecnologías ya disponibles2.
Por esta razón, es que nace la necesidad de abrir nuevos caminos y técnicas de
biotecnologías reproductivas en ovinos, de tal manera que se puedan realizar
mejoras en los métodos que existen hoy en día. En este trabajo de investigación,
se buscaron alternativas viables a esta problemática, utilizando material biológico
tomado de un matadero de traspatio en la ciudad de Bogotá, y poniendo a prueba
un medio de cultivo enriquecido con un suplemento prácticamente nuevo como lo
fue el suero de oveja en estro.
1
2

MUELLER, Joaquín. Avances en el mejoramiento genético de ovinos en la Argentina. Pg.1.
IBID. Pg. 2
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Para esto se obtuvieron ovarios en un matadero de traspatio Bogotá y mediante la
aspiración folicular con aguja fina se obtuvieron los oocitos. Dichos oocitos se
maduraron en condiciones totalmente In vitro y fueron divididos en dos grupos,
uno enriquecido con suero fetal bovino (SFB), como medio estándar y el medio de
prueba, enriquecido con suero de oveja en estro (SOE). Luego, se buscó
comparar el porcentaje de efectividad de los suplementos de maduración,
teniendo en cuenta variables como el tamaño, la calidad de la cromatina, la forma,
entre otras. Se utilizó la orceína como tinción, para observar mejor la calidad de
los ovocitos cultivados para llevar la practica de producción de embriones In vitro.
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1. MARCO TEÓRICO

1.1.

FISIOLOGÍA DE LA REPRODUCCIÓN DE LA HEMBRA

En todas las hembras domésticas, el ciclo reproductivo ocurre de forma similar, de
tal manera, que en todas ellas, ocurren procesos hormonales y celulares básicos
para la reproducción. El ovario, realiza tanto funciones exocrinas (liberación de
óvulos) como endocrinas (esteroidogénesis) 3. Durante el ciclo estral de la hembra,
ocurren diferentes procesos hormonales divididos en tres fases: fase folicular o de
regresión lútea (proestro), fase periovulatoria (estro y metaestro) y la fase lúteas
(diestro). Estos procesos, son regulados por procesos ambientales, genéticos,
fisiológicos, hormonales, conductuales y psicosociales 4.

1.1.1 Foliculogenesis

La comprensión de los mecanismos que regulan la foliculogénesis durante el ciclo
estral es esencial para lograr una mayor eficiencia en la aplicación de técnicas
utilizadas en el control de la ovulación. El conocimiento de los cambios y
fenómenos fisiológicos relacionados con el crecimiento y degeneración de los
folículos ováricos durante el ciclo estral de diversas especies domésticas ha
avanzado durante las dos últimas décadas 5.

En definición, el folículo, es el compartimiento que permite el desarrollo ovocitario,
de tal manera que cumple dos funciones fundamentales: la producción de ovocitos
fecundables y la secreción de hormonas que mantienen la gestación y aseguran la

3

HAFEZ, E.S.E. Reproducción E inseminación artificial en animales. 2000. Pg. 13
IBID. Pg. 56.
5
ESPINOZA, Jose Luis. Crecimiento folicular ovárico en animales domésticos: una revisión 2007 pg. 1
4
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implantación y desarrollo exitoso del embrión en el útero 6. De esta manera, la fase
folicular comienza al producirse la destrucción del cuerpo lúteo, y finaliza con la
presentación del celo7. La destrucción del cuerpo lúteo del ciclo anterior, se debe
a la acción de la PGF2a, perdiéndose así los tejidos luteales y provocando el
descenso de los niveles de progesterona; de forma tal, que disminuye su
retroalimentación negativa nivel hipotalámico y comienza a aumentar la frecuencia
pulsátil de de las hormonas gonadotróficas (FSH, LH), y se estimula el crecimiento
folicular con el desarrollo de un gran folículo y el aumento en los niveles de
estradiol8, estimulando así la respuesta sexual de macho.

En la vida fetal, se desarrollan miles de folículos primordiales acumulados en un
sitio de reserva, que van creciendo con el paso del tiempo. Llega un momento en
que algún folículo se desprende de esta reserva, y sigue creciendo hasta la
ovulación respectiva o se degenera. El folículo de mayor tamaño se encarga de
casi toda la secreción de estrógeno por el ovario durante el estro; dicha secreción
disminuye con rapidez al momento del pico de hormona luteinizante 9. La cantidad
de folículos primordiales y folículos de mayor crecimiento, varia con las especies,
por ejemplo, en la oveja, uno, dos o hasta tres folículos luego de su crecimiento,
se encargan de la secreción de estrógenos. La etapa de maduración y desarrollo
del folículo puede variar de uno a seis meses en promedio 10.

La dinámica folicular en los ovarios es regulada por señales endocrinas
(gonadotropinas

y

esteroides

ováricos),

hormonas

peptídicas

producidas
11

localmente en los ovarios y por algunos factores de crecimiento . De esta
6

OP.CIT.ESPINOZA, Jose. 2007. Pg. 1
MURUVI, Wanzirai. In vitro growth of oocytes from primordial follicles isolated from frozen-thawed lamb
ovaries. 2005. PG. 1357
8
IBID. pg. 1359
9
OP. CIT. HAFEZ, E.S.E. 2000. Pg. 70
10
IBID. Pg. 70.
11
OP.CIT. ESPINOZA, José Luis. 2007. Pg. 3
7
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manera, el crecimiento folicular, incluye varios procesos hormonales y celulares,
de los cuales depende su desarrollo. Principalmente, este proceso incluye la
proliferación y diferenciación de células, causando así una producción muy alta de
estradiol, la cual entre otras funciones, permite la sensibilización a las
gonadotropinas que más adelante serán las encargadas del proceso de ovulación;
esto ocurre debido a que el estradiol permite establecer, cual es el folículo más
apto para obtener los receptores de LH necesarios, y de esta manera, se hacen
más sensibles a esta hormona, de igual manera, existen pruebas de que la
disminución de la concentración de FSH puede ser un componente del proceso de
selección12. Los folículos que no lograron desarrollarse de manera adecuada y no
cuentan con los receptores gonadotrópicos necesarios, llevarán a cabo el proceso
de atresia folicular. En la oveja, todos los folículos sanos de 2 mm de tamaño, son
“reclutados” y una vez ha ocurrido la selección, se bloquea el reclutamiento 13. El
tiempo en que son seleccionados y reclutados los folículos, es variable entre las
razas ovinas. Los folículos que no han sido seleccionados, terminan en la atresia,
que lleva implícitos una serie de cambios bioquímicos y morfológicos que
representan un proceso o serie de procesos por los que la mayoría de los oocitos
no consiguen la maduración14. La maduración y ovulación final de un grupo
seleccionado de folículos o un folículo solitario, envuelve la destrucción de los
folículos restantes15.

El líquido folicular, es un elemento básico para la formación y función del folículo.
Este líquido se origina del plasma periférico, acumulándose en el antro folicular, de
tal manera, que se trata de un trasudado, que contiene elementos como
esteroides y proteínas, las cuales se originan en las células de la pared del folículo
en cuestión. La composición del líquido folicular varía según el estadíol del mismo,
ya que por ejemplo, en los folículos antrales de mayor tamaño, se han encontrado
12

GORDON, Ian. Reproducción controlada del ganado vacuno y búfalos. 1996. pg. 120
OP. CIT. HAFEZ, E.S.E. 2000.
14
OP. CIT. GORDON, Ian. 1999.
15
EVANS, Herbert. Ovogénesis and the normal follicular cycle in adult mammalia. Pg. 119
13
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altas concentraciones de estradiol durante la fase folicular y grandes cantidades
de progesterona en la cercanía a la fase ovulatoria16. Además de esto, los folículos
también acumulan y secretan sustancias como inhibinas y relaxina. De esta
manera, la composición del líquido folicular varía en cada especie animal, por
ejemplo, en un estudio realizado en Cuba, del liquido folicular de cerdas y vacas,
encontraron que el pH osciló en el rango de 6.031 a 7.013. Las concentraciones
totales de proteínas difieren significativamente entre las dos especies, con valores
de 72.0 mg/mL y 44,2 mg/mL para el FFb. y FFp. respectivamente. El
fraccionamiento mostró que ambos FF están compuestos por seis grupos de
proteínas cuyos pesos moleculares oscilan desde mayores de 68 Kda hasta
menores de 7 Kda, con predominio de las que se sitúan entre 23 y 68 Kda para el
FFb. y entre 20 y 68 Kda para el FFp. Las concentraciones de P4, T, E2, LH y
FSH son: 250 ; 1100 Nmol/L, 45 ; 46 Nmol/L, >6000 ; >6000 Pmol/L, 14.7 ; 13.1
UI/L y 1.8 ;1.2 UI/L para el FFb y FFp respectivamente con diferencias
significativas para la P417.

Las funciones principales del líquido folicular son: regulación de funciones
celulares, maduración de oocitos, ovulación y transporte de células, preparación
del folículo para el cuerpo luteo, liberación de factores estimulantes e inhibitorios
de la ovulación y proporcionar un ambiente adecuado para la maduración y
desarrollo de los ovocitos18.
El proceso de desarrollo folicular ocurre en varias etapas, y en cada una de ellas,
el folículo cumple con ciertas características estructurales:

16

OP.CIT. EVANS, Herbert. Pg. 121
VALDÉS, Juan Ramón. Composición bioquímica del líquido folicular ovárico de hembras bovinas y
porcinas de abasto. 2003, pg. 1
18
OP.CIT. HAFEZ, E.S.E. 2000. Pg. 71.
17
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1. Folículo primordial: Contiene un ovocito central (primario) y se observa
rodeado por una capa única de células planas.

2. Folículo primario: Se encuentra estructurado por una capa de células
cúbicas y células de la granulosa que forman una membrana basal.

3. Folículo secundario: Contiene en su interior un ovocito primario de mayor
tamaño, originado de la segunda división meiótica. Está rodeado por una
membrana lipoprotéica llamada “membrana pelúcida” la cual permite la
selección del espermatozoide durante la fecundación por medio de sus
vellosidades características.

4. Folículo terciario: O secundario tardío. Como resultado de la división
mitótica de las células de la granulosa, en este tipo de folículo, se
encuentran células “activas” que son encargadas de la secreción de
hormonas, al igual que de 8 a 10 capas de células de la granulosa. Cuando
estas células empiezan a separarse y a formar el antro folicular, se dice que
este es un folículo antral.

5. Folículo de Graff o preovulatorio: Es el folículo del cual ocurre la ovulación.
Cuenta con diferentes estructuras: antro, células de la granulosa, ovocito,
zona pelúcida, células de la teca interna y externa, células de la granulosa,
“cúmulos oophorus”; que produce el factor inhibitorio de la mitosis
ovocitaria, entre otros19.

19

OP.CIT. ESPINOZA, Jose. 2007.Pg. 1
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FIGURA 1: Desarrollo folicular. Fuente: CANO, Antonio. Hospital Clínico Universitario de
Valencia.

Luego de la fase de desarrollo folicular, comienza el momento de estro y
receptividad de la hembra hacia el macho, y trae consigo todos los cambios que
conlleva la ovulación y la formación del cuerpo lúteo. Otros signos acompañan
esta etapa del ciclo, de tal manera que la hembra manifiesta una vulva edematosa,
moco vaginal, etc20.

El proceso hormonal que ocurre durante esta fase, se basa en las altas
concentraciones de estrógenos, los cuales alcanzan el umbral de estimulación del
centro cíclico hipotalámico, estimulando a las neuronas hipotalámicas a la
producción del pico de GnRH y en consecuencia al pico de LH, mientras que la
FSH, a diferencia, disminuye su secreción a consecuencia del feed back negativo
de los estrógenos y la inhibina, sin embargo, cuando ocurre el pico de LH puede
observarse algunas veces un pico de FSH. Luego, 6 a 12 horas después del pico

20

OP.CIT. ESPINOZA, Jose. 2007. Pg.1
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de LH, se incrementa la concentración basal y la amplitud de los pulsos de FSH,
relacionándose así, con el crecimiento folicular 21.

La finalización de esta fase de estro, es basada en la etapa de metaestro, y es allí
donde se produce la ovulación, en el caso de los rumiantes, al igual que comienza
la organización celular y el desarrollo del cuerpo lúteo. El proceso de ovulación
como tal, ocurre desencadenado por el pico de LH, a este evento, le sigue la
formación del cuerpo hemorrágico, el cual se origina de la hemorragia ocurrida al
momento de la ovulación, llenando el folículo ovulado de sangre. Por su parte, la
formación del cuerpo lúteo, conlleva la transformación de células foliculares en
células luteales, mediante procesos bioquímicos y morfológicos establecidos 22.

Luego de que se ha formado el cuerpo lúteo o cuerpo amarillo, este comienza su
fase de dominancia, la cual está basada en las concentraciones de LH y
progesterona.
1.1.2. Ovogénesis
La ovogénesis se refiere a la formación, desarrollo y maduración del gameto
femenino llamado ovocito, cuyo resultado es la división de la ovogonia 23.
La proliferación de las células germinales primordiales da origen a la ovogonia la
cual se multiplica por mitosis hasta la última generación hasta la última generación
donde la ovogonia entra en profase en la primera división meiotica

y da origen a

los ovocitos primarios. Durante la primera profase meiotica los oocitos primarios
están rodeados de una capa de epitelIo folicular que forman los folículos
primordiales. De esta manera, el núcleo del oocito primario entra en la etapa de

21

McDONALD´S. Veterinary endocrinology and reproduction. 2003. Pg. 218

22

OP.CIT McDONALD´S 2003.
IBID. pg. 220.

23
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descanso de la primera profase meiotica.24 El cual termina con la maduración
folicular en el estado preovulatorio, el fin del estado de reposo depende en gran
medida de la hormona luteinizante. En cada ciclo estral un numero de folículos de
la reserva responden a la estimulación gonadotrofa. Sin embargo la gran mayoría
de folículos primordiales con sus oocitos contenidos no tienen respuesta a
estimulación gonadotrofica endógena25.

Las células de la granulosa forman una barrera entre la sangre y el oocito ya que
el folículo es capas de proveer un microambiente adecuado para el desarrollo
ovocitario. Esto incluye el aumento de la temperatura intrafolicular que es 2 o 3°C
mas bajo que la temperatura corporal 26.

El folículo primordial consiste en un oocito primario rodeado de una capa simple
de células foliculares las cuales proliferan y se desarrollan en la membrana
granulosa27.

Al comienzo las células foliculares del los folículos primordiales están en contacto
con la membrana vitelina, cuando el folículo crece una capa de glicoproteicas. El
contacto entre el oocito y las células de la granulosa previene la maduración del
oocito durante la etapa de descanso. El inhibidor de la maduración ovocitaria
(OMI) es un péptido producido por las células de la gránulos y mantienen al
ovocito en el reposo durante la meiosis. Este factor esta presente en los folículos
en desarrollo pero su concentración declina cuando el folículo va madurando. Los
ovocitos aislados de folículos preovulatorios previenen la meiosis In vitro.
24

OP. CIT. McDONALD´S. 2003, Pag 222
BEG, MA. Follicle selection in cattle: dynamics of follicular fluid factors during development of follicle
dominance. 2002. Pg. 122.
26
IBID. Pg. 123.
27
OP.CIT. ESPINOZA, Jose. 2007.Pg. 1
25
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Cuando el folículo crece se forma una cavidad entre las células foliculares en este
estado el oocito primario esta unido al cumulos oophorus que un grupo de células
proyectad en el antro. Durante el crecimiento folicular las celulas de tejido
conectivo diferencian entre células de la teca interna y células de la teca externa.
Cuando termina el crecimiento folicular los ovocitos detienen la meiosis. Como
resultado de este procesó es la formación del primer cuerpo polar. Cuando el
oocito es activado, la segunda división meiotica es completada con la formación
del segundo cuerpo polar28.

1.1.3. Hormonas del ciclo de la hembra

El ciclo reproductivo de cualquier hembra doméstica, está mediado en gran
medida por la secreción de diferentes hormonas, cada una de ella con funciones
específicas. Por ejemplo, la actividad folicular está directamente relacionad con la
acción de la FSH (hormona foliculoestimulante) y la LH (hormona luteinizante). Así
mismo, el líquido folicular cumple un papel muy importante ya que regula las
concentraciones hormonales correspondientes en cada folículo. Este es el caso de
la FSH y la LH, las cuales deben mantener un equilibrio constante para que pueda
ocurrir la producción ovárica29.

En la oveja, las células de la granulosa solo secretan estradiol cuando hay
testosterona en el medio de cultivo; la secreción es mayor si se agrega FSH30. De
esta manera, ocurre un equilibrio hormonal en el folículo mediado por las células y
las hormonas asociadas.

28
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30
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Existen varios tipos de hormonas que influyen de una u otra manera en el ciclo
reproductivo de la hembra.
1.1.3.1. Hipotalámicas:
El hipotálamo excreta la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH) cuyo
análogo sintético, se conoce como hormona liberadora de la hormona luteiníca
(LHRH) o gonadorelina. Es un decapéptido sintetizado a partir de una prehormona de mayor tamaño en las neuronas hipotalámicas de las áreas arqueada y
preóptica. Desde estas áreas la hormona es transportada axonalmente para su
almacenamiento. La GnRH es excretada en las venas portales de la hipófisis para
su transporte a las células gonadotróficas de la adenohipófisis donde se une a los
receptores de la membrana. 31 Una vez fijada a sus receptores la GnRH provoca
una entrada de calcio que actúa como segundo mensajero uniéndose a la
calmodulina y haciendo que las células liberen simultáneamente hormona luteínica
(LH) y hormona estimulando del folículo (FSH) de sus gránulos secretores. La
GnRH también actúa estimulante la transcripción de los genes que dirigen la
síntesis de las dos gonadotropinas.
La producción de GnRH es estimulada por la norepinefrina e inhibida por las
endorfinas, la dopamina y el estrés.
1.1.3.2. Hipofisiarias:
La adenohipófisis también excreta hormonas importantes, por ejemplo, la hormona
luteínica (LH) y la hormona foliculo estimulante (FSH). Las dos son de naturaleza
glicoproteínica y reciben en nombre de gonadotropinas por sus efectos sobre el
testículo y el ovario.
La transformación de las células de la granulosa y de la teca interna en células
luteínicas depende principalmente de la LH secretada por la adenohipófisis 32. La
31
32

OP.CIT. HAFEZ, E.S.E. 2000. Pg. 76
GUYTON, Arthur. Tratado de fisiología médica. 2000. Pg. 1121
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hormona luteinizante tiene varias funciones reproductivas importantes: Estimula
las células de la teca ovárica y las células de Leydig del testículo para producir
andrógenos y, en menor proporción estrógenos 33. Gracias a ella se forma la
testosterona y androstendiona que luego serán transformadas a estrona y
estradiol. Por otra parte, la hormona luteinizante, es la responsable de determinar
el momento justo de la ovulación y la formación del cuerpo lúteo necesario para
mantener la preñez.
Por otra parte, la FSH estimula las células de la granulosa y de Sertoli para que
estas secreten estrógenos. Uniéndose a sus receptores en la membrana de estas
células y actuando el AMP-c como segundo mensajero, la FSH aumenta la
transcripción del gen de la aromatasa, la enzima específica de la síntesis del
estradiol. La FSH también incrementa el número de receptores a la LH en las
células diana, aumentando por tanto su sensibilidad a esta hormona. Finalmente,
estimula la producción de inhibina y otros péptidos en las células de la granulosa y
de Sertoli34.
1.1.3.3. Ováricas:
Los ovarios también son fuente importante de secreción hormonal, en ellos se
sintetizan tres tipos de hormonas: esteroides, péptidos y otras hormonas y factores
de crecimiento ováricos.
- Esteroides:
Las hormonas esteroideas se resumen en andrógenos, estrógenos y progesterona
que son sintetizadas en el ovario o el testículo a partir del colesterol o en las
glándulas suprarrenales. Estas se unen a proteínas plasmáticas y se liberan
rápidamente a los tejidos durante un período de 30 minutos más o menos 35.

33
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Los estrógenos (estradiol, estrona y estriol), por ejemplo, promueven el
mantenimiento de las estructuras reproductivas de la hembra, principalmente, a
parte de otras funciones sistémicas. Por otra parte, ayudan a la hembra a
manifestar los signos de celo, siendo así llamativas para los machos y poder
efectuar la cópula.
La progesterona, actúa principalmente en el útero preparando el endometrio para
la implantación de un ovocito fertilizado mediante la secreción de glucógeno y
algunas proteínas específicas y aumentando el desarrollo de los capilares del
estroma endometrial. A nivel hipotalámico la progesterona actúa inhibiendo la
liberación de la GnRH (aunque menos que los estrógenos). A parte de estas
funciones, la progesterona disminuye del número de receptores estrogénicos del
endometrio y aumenta las enzimas que metabolizan el estradiol. Por ambos
mecanismos, la progesterona tiene un efecto antiestrogénico.
Por su parte, los andrógenos sirven como precursores de los estrógenos. La
transformación de andrógenos a estrógenos tiene lugar en las células intersticiales
del folículo y en la grasa.
-Hormonas peptídicas
La inhibina es un péptido producido por el cuerpo lúteo del ovario. Inhibe la
secreción de GnRH y de FSH y, en menor extensión, de LH. Esto ocurre al final
del ciclo ovárico de la hembra.
La relaxina es producida por el cuerpo lúteo y la placenta. Durante el parto, la
relaxina relaja los músculos del cuello uterino para facilitar la dilatación de los
ligamentos y el canal del parto.
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1.2. Reproducción de la oveja

Las ovejas, son animales que han venido siendo utilizados a nivel mundial para la
producción de lana, carne y algunas veces para la producción de leche. De allí
deriva la importancia de conocer e identificar su sistema reproductivo con sus
respectivas variables.

1.2.1. Generalidades

La ovulación en el ganado ovino es poliestrica estacional de días cortos, con 16-17
días de duración del ciclo y algo mas corto en las corderas. Durante el celo no se
manifiestan grandes modificaciones de comportamiento a no ser que el morueco
esté presente36. Esta estacionalidad es regida por el fotoperíodo; la actividad estral
comienza durante la época en que los días se hacen más cortos.
La ovulación suele ocurrir hacia el final del celo. La tasa de ovulación es de uno o
dos oocitos. Hasta los 3-5 años aumenta la posibilidad de detenr 2 oocitos en
edades mayores37.

Debido al notable avance en la explotación ovina, muchos animales están siendo
llevados a climas tropicales, donde no hay estaciones marcadas, de forma tal que
su ciclo reproductivo se ha ido modificando y adaptándose a las nuevas
condiciones ambientales, por ejemplo, en este tipo de climas, las ovejas tienden a
entrar en celo y a parir durante todo el ano o simplemente modifican su ciclo por
estímulos ambientales, como cuando paren otras hembras. De igual manera, otro
tipo de factores ambientales como las altas temperaturas, las lluvias, la
36
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alimentación deficiente, entre otras condiciones, pueden afectar la reproducción de
la oveja, positiva o negativamente según sea el caso. Otro factor que juega un
papel importante en la reproducción de la oveja es la variabilidad por genotipo, ya
que unas razas están adaptadas mejor a climas tropicales o templados, según sea
el caso, de tal forma que unas se adaptaran mejor que otras en caso de que sean
llevadas a un nuevo ambiente.

El sistema reproductivo de la hembra esta influenciado directamente por su
ambiente, como ya fue mencionado, y a esto se suma el nivel y carga hormonal
que tenga el animal en cada época. De tal forma, que durante el verano, por
ejemplo, es mas factible que la oveja se encuentre en anestro y que los ovarios
desarrollen folículos, estimulados por la secreción de estradiol y esta a su vez por
los niveles de FSH. Sin embargo, hormonas como la prolactina, aun están siendo
estudiadas, y se cree que su secreción, puede no estar influenciada por las
estaciones ni clima que rodee al animal. Al contrario de la melatonina, por ejemplo,
que se ha comprobado que modula la respuesta a los cambios en el fotoperíodo
de la oveja, por acción sobre el área premamilar del hipotálamo, modulando así la
respuesta reproductiva.
1.2.2. Pubertad

La pubertad de hembras llega entre los 5 y los 10 meses y la de machos entre 3 y
6 meses, sin embargo la madurez reproductiva de machos se dá a los 8-12 meses
y las hembras entre 8 y 14 mese, aproximadamente cuando alcanzan entre el 4060% de su peso adulto38.

La pubertad de la oveja, incluye varios factores asociados fisiológicos y físicos.
Este evento incluye en primera instancia, la presentación de la primera ovulación,
38
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entre los seis y nueve meses, cuando han alcanzado el 50% al 70% del peso
corporal del adulto; por otra parte, la oveja con el paso del tiempo, va presentando
manifestaciones como interés por el macho, cambio en la conformación del
cuerpo, en su tamaño y en su actitud; este conjunto de factores es a lo que se le
llama pubertad. Muchas veces el inicio de la pubertad puede pasar desapercibido
para el productor, ya que los signos pueden no ser muy marcados. Sin embargo,
las ovejas se ven muy influenciadas por su carga genética, y por ende, de su raza
depende mucho el desarrollo reproductivo que tengan; por ejemplo, las ovejas
Merino, tienden a presentar su primer celo a los 18 meses de edad en promedio.

Existen varios condicionamientos para el desarrollo de la primera ovulación en la
oveja, como factores externos (ambientales) e internos (fisiológicos), como en el
caso de la alimentación, que influye directamente sobre la secreción de LH, y de
esta, depende directamente la ovulación. Una vez que se han satisfecho los
requerimientos de crecimiento para la salud sexual, las señales del fotoperiodo
son usadas para indicar el inicio de la estación con una longitud del día
decreciente y determinar con esto el momento del inicio de la pubertad.

1.2.3. Ciclo estral

El ciclo estral de la oveja puede ser muy variable, debido al ambiente en que se
encuentra y a las condiciones a las que se someta. Sin embargo, en términos
normales, el ciclo estral llega a ser de 17 a 18 días en promedio, teniendo en
cuenta la variabilidad individual. Existe un evento, que muchas veces ocurre en la
oveja al igual que en la cabra, y se trata, de que pueden haber ciclos bastante
cortos al inicio de la etapa reproductiva, lo cual se puede deber a ciclos
anovulatorios o muchas veces por la regresión prematura del cuerpo luteo, que no
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permite la prolongación del ciclo, lo suficiente para que la oveja pueda quedar
gestante.

La mayoría de las razas ovinas y caprinas originarias del norte de Europa
manifiestan variaciones importantes del estro y de la ovulación. Todas las
hembras presentan una actividad sexual que se extiende de agosto-septiembre a
enero-febrero y un reposo sexual durante el resto del año, produciéndose así una
estación de anestro y una estación de actividad sexual muy marcada. El anestro
varía de 215 a 259 días según la raza o la especie 39.

El estro de la oveja presenta ciertas características que la diferencian de otras
hembras domésticas. La duración del estro de la oveja, es de aproximadamente
de 24 a 36 horas, motivo por el cual, en una explotación, hay que tener mucho
cuidado en la detección temprana del estro. Al igual que lo anteriormente
mencionado, esta duración y presentación del estro va a ser influenciada
directamente por factores asociados, como por ejemplo la raza, en la que las
ovejas productoras de lana tienen ciclos más largos que las productoras de carne;
esto lo influencia directamente el genotipo del animal. Así mismo, la oveja
presenta signos característicos de su etapa estral, sin embargo, en el caso de la
oveja son poco notables y pueden pasar desapercibidos, cabe anotar que son mas
marcados en la hembra caprina. Los signos mas notables en las hembras ovinas,
se basan en balidos constantes característicos, inquietud, agitan la cola constante
y rápidamente, y puede disminuir el consumo de alimento. Es importante tener en
cuenta que para la oveja es de vital importancia estar cerca del macho, ya que en
ausencia de este, el estro será menos notable de lo que lo es normalmente, e
inclusive, puede ser un estro anovulatrio en muchas ocasiones, por la falta de
estimulación. De igual manera, pueden presentar la vulva edematosa y algunas
39
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veces con un moco de apariencia transparente. La oveja, en comparación con
otras hembras como la bovina y la caprina, no presenta nunca comportamiento
homosexual, siendo esta, otra desventaja en la detección de su estro, aparte de
no ser notorias sus manifestaciones físicas.

El carnero, es decir, el reproductor macho ovino, juega un papel muy importante
en el ciclo reproductivo de la oveja y en si en el éxito de la reproducción de la
especie. Primero que todo por la estimulación en la manifestación del estro y
segundo, por el estimulo sobre la ovulación. La presentación de carneros a ovejas
durante la transición de la estación de anestro a la temporada reproductiva, las
estimula a ovular en tres a seis días, y la actividad estrual ocurre 17 a 24 días
después40. En el carnero, la inversión del régimen fotoperíodico provoca un
aumento de la concentración sanguínea, de la testosterona y de los estrógenos
libres, de la fructosa del semen, de la producción de semen, y una disminución del
tiempo de reacción antes de la eyaculación 41. Otro tipo de estímulos asociados a
los carneros, se basan en su interés por la hembra y la secreción de feromonas
propias de la especie, por medio de las cuales estimula a la ovulación y por ende a
la manifestación del estro de la hembra. Este tipo de feromonas, son secretadas
bajo la presencia de andrógenos, y son secretadas por las glándulas sebáceas del
macho.

Debido a la gran influencia que tiene el carnero frente a las hembras ovinas,
muchas veces es utilizado este, para estimular hembras que se encuentran en
anestros permanentes, y de igual manera, su influencia será reflejada en la
sincronización de las hembras, debido a la estimulación. De tal forma, que en
muchas

explotaciones,

no

son

utilizados

métodos

hormonales

para

la

sincronización de ovejas, sino que con la sola presencia del macho, en la mayoría
40
41
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de casos, las hembras presentan sus ciclos en un mismo periodo de tiempo, lo
que da facilidades de manejo reproductivo a los productores y profesionales a
cargo. Sin embargo, esto puede llegar a ser contraproducente, ya que la presencia
del macho constantemente, es decir, la convivencia constante del macho con la
hembra puede tener dos efectos negativos principales: el desgaste reproductivo
del macho, donde puede llegar a tener una mala calidad espermática con posterior
pérdida de la líbido o por otra parte, la hembra puede llegar a perder gradualmente
el interés en el carnero, de tal forma que al momento de estimular la ovulación, el
efecto de las feromonas pueden no tener la misma efectividad sobre el ciclo de la
oveja.

1.2.4. Ovulación

La ovulación de la oveja depende en gran medida de factores asociados como se
ha venido mencionando, de tal manera, que su ovulación es netamente
espontánea y no sigue un tiempo establecido confiable. Sin embargo, se dice que
la ovulación de la hembra ovina ocurre al final del estro, a unas 24 horas después
del inicio del mismo. Generalmente, la oveja durante su ciclo, ovula uno o dos
ovocitos por estro, y por ende, los partos gemelares son comunes en ellas; puede
llegar a ovular tres o cuatro ovocitos, pero esto ocurre con muy poca frecuencia.
Se dice que existe una “tasa de ovulación” que alcanza su pico a los tres a seis
anos de edad de la oveja y luego declina con el paso del tiempo. Estudios
relacionados, han determinado que en general, las ovejas ovulan cerca de un 10%
mas en el ovario derecho que en el izquierdo, sin embargo, esto puede ser
relativo. Se dice que hay razas que cuentan con mayor fecundidad frente a otras;
estas son la Finnish Landrace, Romanov, y Merino, entre otras.
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1.2.5. Desempeño reproductivo

Sin duda, la clave de cualquier sistema productivo basado en animales, es la
reproducción de los mismos. De esta manera, la eficiencia se la explotación se
mide por medio de índices como lo son el porcentaje de hembras que entren en
celo, hembras montadas, numero de nacimiento, proporción de partos gemelares,
etc. Los porcentajes de concepción en una producción de hembras ovinas de cría,
debe ser alrededor del 85% de las hembras, para poder lograr resultados
satisfactorios, esto si la explotación se encuentra ubicada en zonas templadas. De
igual manera, estos índices reproductivos siempre se deben establecer según la
raza que se trabaja, las condiciones ambientales en que se encuentran los
animales, la alimentación, edad de los animales, etc. Factores adversos como
hembras obesas, épocas de mucho calor, hembras muy jóvenes o muy viejas,
hembras enfermas, etc, pueden afectar en gran medida los índices reproductivos
de las ovejas. Tomando en cuenta estas condiciones reproductivas y otras
condiciones

fisiológicas

de

los

animales

explotados,

los

productores

y

profesionales que trabajan con ovinos, han realizado cruces entre razas con fines
de adaptabilidad y eficiencia, de tal manera que al cruzar, por ejemplo, una raza
con gran adaptabilidad y otra raza con muy buena eficiencia reproductiva, se han
logrado obtener animales muy adaptables a varios ambientes distintos y que al
tiempo cuentan con excelentes índices reproductivos. Todo esto hace parte de un
trabajo constante y un interés bastante claro en el campo productivo de los ovinos
como explotación eficiente.
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1.3.

MADURACIÓN DE OVOCITOS IN VITRO

La biotecnología ha experimentado un gran auge en las últimas décadas y ha
dotado a la ciencia de nuevas herramientas capaces de manipular y modificar el
genoma de los seres vivos más evolucionados: los mamíferos. El desarrollo de
nuevas

biotecnologías

para

producir

animales

transgénicos,

o

para

la

multiplicación In vitro de líneas de animales genéticamente superiores, se basa en
el avance de las técnicas de fertilización In vitro (FIV) y en el cultivo de
embriones42.
La maduración In vitro de ovocitos, es una técnica que se ha venido utilizando en
los últimos años, con el objetivo principal de obtener ovocitos aptos para la
posterior

fecundación y lograr así un embrión viable. Sin embargo, los altos

costos de esta técnica hacen que sea poco utilizada y se limite en gran parte a la
manipulación experimental.
Los ovarios de vacas sacrificadas en matadero proporcionan una adecuada y
abundante fuente de ovocitos a bajo costo, los cuales son susceptibles de
madurar y fecundar In vitro.
Los sistemas de maduración In vitro deben asegurar que el ovocito resultante
complete normalmente la primera división reduccional y sea capaz de ser
fecundado dando origen a un cigoto competente que logre continuar su desarrollo
luego de la transferencia. Leibfried y col. (1989) lo resumen a tres aspectos
principales en la maduración de los ovocitos que deben ser considerados durante
su cultivo: maduración nuclear, capacidad de ser fecundados y capacidad de
continuar su desarrollo.

42
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De esta manera, la maduración de ovocitos In vitro, es una técnica poco estudiada
en ciertas especies, ya que en la mayoría de los casos, es aplicada únicamente a
los bovinos, por ser una especie de mayor interés y de las cuales se conoce muy
bien su proceso reproductivo. Especies como los ovinos, por ejemplo, no han sido
muy estudiadas en este campo de la maduración ovocitaria, sin embargo, se han
presentado trabajos en los cuales la maduración de ovocitos In vitro ha dado
buenos resultados.
1.3.1. Obtención y transporte de los ovarios
Los ovarios que son colectados para este tipo de procedimientos provienen de
animales que han sido sacrificados para abasto publico, aunque muchas veces se
pueden obtener de animales vivos por medio de técnicas laparoscópicas.

Los medios de transporte que se utilizan para la movilización desde la planta de
sacrificio hasta el laboratorio han sido reportados en distintos trabajos de manera
distinta:

*(NaCl, 0,9 p, 100 P/V), suplementada con antibiótico (10 μg/ml de estreptomicina
y 100 UI/ml de penicilina) y mantenidos a una temperatura de 30 – 37°C43

*PBS con 100 UI/ ml penicilina G y 100

μg/ml

de estreptomicina, a una

temperatura entre 30 y 35°C44.
*Solución salina estéril (0,9%) suplementada con penicilina y estreptomicina (0,75
μg/L) de 30 a 37 °C45.

43

OCAÑA, J.M. Efecto del medio de cultivo y la suplementación proteica en la maduración In vitro de
ovocitos bovinos. 1997. pg. 200.
44
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*solución salina taponada

fosfatada según dublecco (Dublecco’ s phosphate-

buffered saline; sigma, P- 4417) y 50

μg/ml de gentamicina a 37°C en un

46

recipiente isotérmico .

1.3.2. Recuperación de los oocitos

Existen diferentes métodos para la colección de los oocitos:

- Aspiración folicular: se utiliza una jeringa de vidrio de 5 ml y una aguja calibre
18 (Lab Weplast). El contenido aspirado se coloca en tubos cónicos con el medio
de cultivo47.

*Se aspiran los folículos claros y transparentes entre 2 y 5 mm de diámetro con
agujas de 18 g acopladas a jeringas de 10 ml. El fluido folicular conteniendo los
oocitos fue inmediatamente colocado en envases de plástico de 50 ml, protegidos
de la luz el procedimiento es llevado a cabo de 25 a27°C48.

* Se aspiran el contenido de los folículos, con un diámetro de entre 2 – 10 mm de
diámetro, con agujas 18 G en jeringas de 2 ml. El liquido folicular aspirado fue
colocado en una placa de cultivo de 3 cm. de diámetro, y con ayuda de un
45

FERNANDEZ, Adriana. Fertilización In vitro de ovocitos recolectados de vacas cebú posmortem. 1999.
pg. 90.
46
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47
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microscopio invertido y una micro pipeta se recogieron únicamente los oocitos
que mostraban un cúmulo celular compacto y un citoplasma uniforme 49.

- Técnica de slicing: consiste en la realización de cortes longitudinales y
transversales con una hoja de bisturí, en la superficie del ovario para liberar el
contenido folicular en una placa de cultivo. Se observan los complejos al
microscopio y se seleccionaron aquellos que presenten una o mas capas de l
células del cúmulos no expandidas y un citoplasma ovocitario homogéneo 50.

- Combinación entre los métodos de aspiración y slicing cubiertos parcialmente
por medio

de manejo. Y se seleccionaron para madurar los oocitos con

citoplasma homogéneo y varias capas de células de la granulosa 51.

1.3.3. Medios de maduración

Los medios de maduración son el primer factor de análisis en la totalidad de los
proyectos de investigación que se realizan en producción embrionaria In vitro. De
la misma manera, existen muchos trabajos de investigación que reportan
diferentes medios y factores de maduración distintos, empleados en este tipo de
procedimientos.

49
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Varios medios de cultivo con bicarbonato o Hepes y suplementados con suero
fetal bovino , gonadotropinas y/o esteroides, han sido ampliamente usados para
estudiar la maduración In vitro. Las condiciones de cultivo durante la maduración
In vitro (MIV) de oocitos pueden influir significativamente sobre la tasa de
fecundación In vitro y el subsecuente desarrollo embrionario52.

Los oocitos bovinos inmaduros recuperados de folículos con un diámetro menor a
los 6 mm son capaces de reanudar la meiosis (maduración nuclear) en ausencia
de suero; sin embargo la tasa de fecundación y el desarrollo embrionario es mayor
cuando el medio de maduración contiene suero. Los medios químicamente
definidos, han sido utilizados para determinar el efecto de la FSH y de los factores
de crecimiento sobre la MIV de oocitos bovinos y en la caracterización bioquímica
del os efectos hormonales sobre el metabolismo del oocito durante la MIV 53. De
igual manera, diversos autores han recomendado el uso de un medio libre de
suero para la fecundación In vitro (FIV) de oocitos humanos y bovinos , debido a
que la calidad del suero varia de lote a lote, a que contiene varias sustancias que,
en caso de no tratarse adecuadamente, pueden llegar a ser toxicas para el cultivo
celular

y a la presencia

de multitud de factores desconocidos. Asimismo,

Funahashi y Day han demostrado que la suplementacion del medio de maduración
suero (FCS o suero de cerdo, NPS) reduce la capacidad de de los ovocitos
porcinos madurados In vitro de formar un pronucleo masculino. Los medios no
definidos (conteniendo suero, albúmina u otros productos de origen biológico)
obstaculizan la medición de los efectos de diversos factores sobre el desarrollo
embrionario In vitro debido a la presencia de agentes desconocidos en estos
productos biológicos54.

52
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Entre los medios de cultivo mas utilizados destacan el medio TCM-199, Ham F-10,
F-12, etc. Todos ello son formulas complejas de aminoácidos, sales minerales,
vitaminas, promotores del crecimiento, etc. Sin embargo el, el medio TCM 199 es
el más ampliamente utilizado en el cultivo de oocitos en la especie bovina. Los
medios de maduración son generalmente enriquecidos con una gran diversidad de
suplementos, tanto sericos como hormonales, que favorecen la capacidad del
ovocito de madurar In vitro: suero fetal de ternero (Saeki et al 1990), suero de
vaca en celo (Kim et al 1990) suero albuminoso bovino (Kane y Headon 1980),
diferentes tipos de hormonas luteotrofas y folículo estimulantes ( Zuelke y
Brackett, 1993), diversos factores de crecimiento (Lorenzo et at., 1995), etc55
reconfirmando lo escrito por algunos factores de crecimiento y citoquinas, actúan
como reguladores intra ováricos in vivo. A nivel folicular, la acción de las
gonadotropinas es modulada por factores de crecimiento producidos localmente
que actúan de forma autocrina y paracrina. Y estos factores de crecimiento no
están solamente a nivel folicular

sino también en el suero, el cual contiene

muchos otros factores de crecimiento. De tal manera que el efecto de los factores
de crecimiento debe ser probado en sistemas de cultivo libres de suero. Trabajos
previos han sugerido una influencia positiva de los factores de crecimiento
específicos durante la MIV de oocitos bovinos sobre la tasa de de división post –
fecundación y el subsiguiente desarrollo embrionario 56.

55

OCAÑA-QUERO, J.M. The effect of different sera and bovine serum albumen fraction (bsa) on In vitro
maduration of immature bovine oocytes, 1999.
56
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1.4. FACTORES DE CRECIMIENTO OVÁRICOS

1.4.1. EGF (Factor de crecimiento epidérmico).

Origen y naturaleza.

Es un polipéptido con una potente actividad mitogénica en varios tipos de células.
Es parte de un complejo de elevado peso molecular, que está formado por 2
moléculas (cada una es una cadena polipeptídica de 53 aminoácidos, de 6.045 de
peso molecular) y 2 moléculas de proteína fijadora. Es presentado en líquido
amniótico y plasma materno, pero sus concentraciones en estos sitios es muy
baja57.
Fue aislado de orina humana y glándulas submaxilares de ratón principalmente.

Funciones principales.

La actividad biológica que desarrolla el EGF en el interior de las células, sólo es
posible cuando la membrana plasmática posee los adecuados receptores
específicos. Podemos decir que la principal función de este factor es que, puede
estimular nuevamente el crecimiento del epitelio luego del rompimiento de la
superficie ovárica durante la gestación58.
Por otra parte, cursa con varias funciones específicas: en el ovario, actúa sobre
las células granulosas estimulando su proliferación e inhibiendo su diferenciación;
y a nivel uterino, se encuentran receptores para EGF en endometrio, al igual que
en la placenta humana59.
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1.4.2. FGF (Factor de crecimiento fibroblástico).

Origen y naturaleza

Es un polipéptido que en situaciones normales es aislado de la hipófisis bovina.

Funciones principales.

Es tanto angiogénico (estimula formación de vasos sanguíneos) como mitogénico.
Estimula el crecimiento de células mesodérmicas y neuroectodérmicas, estimulas
angiogénesis (fisiológica y patológica), y movilidad y propiedades de adherencia
de diferentes tipos celulares 60. No tiene variación durante el ciclo. La síntesis de
FGF en el ovario estimula las células luteicas en el bovino, pero retarda la
diferenciación de células de la granulosa de bovino en cultivos 61.

1.4.3.

GM-CSF (Factor estimulante de colonias de macrófagos-granulocitos).

Origen y naturaleza.

60
61

OP.CIT. GAVIRIA, Maria Teresa. Pág.103
OP.CIT. HAFEZ, E.S.E. 2000. Pág. 50
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El GM-CSF proviene de linfocitos T, macrófagos, fibroblastos y células
endoteliales62. Actúa como factor de precursores mieloides.

Funciones principales.

Tiene función de “defensa” del organismo. Induce la fagocitosis de los neutrófilos y
la producción de superóxido de los eosinófilos; de esta manera, activa los
macrófagos y en consecuencia aumenta la actividad fagocítica, tumoricida y la
expresión de moléculas MHC Clase II. En el sistema reproductivo, que es el tema
de interés, su función será de igual manera inmunológica: sirve como base para la
interacción entre el sistema inmune materno y los tejidos reproductivos durante la
preñez en los mamíferos.

1.4.4. IFN (Interferón).

Origen y naturaleza.

Son un grupo de proteínas que se identificaron inicialmente por su habilidad para
proteger las células contra infecciones virales 63. Existen tres clases: alfa, beta y
gamma; cada uno con su función específica.

Funciones principales.

62
63

TIZARD, Ian. Inmunologia veterinaria. 2002 Pág 147
OP.CIT. HAFEZ, E.S.E. 2000. Pág. 50
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El inteferón I, tiene un efecto paracrino sobre el epitelio del útero, de suprimir el
gen de expresión de los estrógenos y la oxitocina, por medio de lo cual previene la
producción pulsátil de Prostaglandina F2 alfa y por ende, permite la luteolisis 64.
Para la implantación, el tejido uterino es modificado de manera que se pueda
llevar a cabo este proceso; el interferón ayuda a cumplir esta función de la misma
forma en que ejerce su efecto anti-luteolítico, que lo conlleva a cumplir el objetivo
de implantación propuesto por el organismo, luego de lograr una fertilización.

1.4.5. IGF (Factor de crecimiento insulínico).

Origen y naturaleza.

También llamados somatomedinas. Son producto de diversos tipos celulares y
actúan vía autocrina o paracrina65. Son polipéptidos secretados por varios tejidos
diferentes como lo es el hígado, y su acción depende de la estimulación por la
hormona del crecimiento.

Se ha descubierto mediante estudios que, tanto las células de la teca como las
células de la granulosa producen este factor de crecimiento, pero la IGF producida
por las células de la teca, son independientes de la acción de las hormonas, en
este caso, de la hormona insulina66.

Funciones principales.
64

MARTIN, C. Interferon-T upregulates prolactin receptor mRNA in the ovine endometrium during the periimplantation period. 2004. Pág. 99 – 105.
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OP.CIT. GAVIRIA, Maria Teresa. Pág.104
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SPICER, L.J. Production of insulin-like growth factor-I by granulosa cells but not thecal cells is hormonally
responsive in cattle. 2000 Pág. 2919 – 2926.
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El factor de crecimiento insulínico, tiene acción sinérgica con la FSH en células de
la granulosa y de la misma manera tiene esta acción con la LH en la producción
de andrógenos por células de la teca67. A nivel ovárico, el IGF es producido por los
folículos maduros de las células de la granulosa en las cuales estimula la mitosis.
Incrementa el número de receptores para LH, sintetiza progesterona aumentando
su cantidad y activa en mayor proporción a la aromatasa. En las células tecales
incremente la producción de androstenediona 68; su acción el los cuerpos luteos es
mediante la potencialización de los efectos de la hormona LH incrementando la
producción de progesterona.

La cantidad de de IGF que contenga el folículo, ya sea de célula de la granulosa o
células de la teca, va a influenciar de manera directa según el estadío en el que se
encuentre el folículo, ya que cada folículo tiene su comportamiento individual
diferente69.

1.4.6. Factor de crecimiento intrafolicular.

Funciones principales.

Regula la esteroidogénesis en células de la granulosa en folículos ováricos
grandes a través de la actividad de la aromatasa 70.
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1.4.7. PAF (Factor activador de plaquetas).

Origen y naturaleza.

Es un fosfolípido mediador muy potente producido por varios tipos de células:
neutrófilos, macrófagos, células endoteliales y embriones preimplantados 71.

Funciones principales.

Es

necesario

para

la

implantación.

Realiza

principalmente

una

acción

antiluteolítica y luteotrópica durante la preñez.
El PAF, puede llegar a inducir otro tipo de diversas respuestas fisiológicas como la
acumulación de plaquetas en el caso de ser necesario, anafilaxis y permeabilidad,
todo esto dependiendo de la necesidad. El PAF, producido por el espermatozoide,
incrementa su movilidad y la fertilización In vitro durante la coincubación del
espermatozoide y el huevo72.

1.4.8. PDGF (Factor de crecimiento derivado de las plaquetas).

Origen y naturaleza.

71
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Conformado por dos tipos de cadenas: A y B, que a su vez pueden formas
dímeros: AA, BB, AB.

Funciones principales.

A nivel ovárico aumenta la producción de progesterona por células granulosas
activando la adenil-ciclasa y estimulando así la síntesis de receptores para LH.
Promueve la liberación y crecimiento después de microinyección In vitro de
anticuerpos anti-PDGF, en el lumen uterino73.

1.4.9. TNF (Factor de necrosis tumoral).

Origen y naturaleza.

Se encuentra inmunoquímicamente localizado en las células de la granulosa del
folículo antral del ovario.

Funciones principales.

Normalmente el factor de necrosis tumoral alfa, es asociado con las respuestas
inflamatorias de un organismo, pero en la actualidad se cree que hay una posible
relación entre este factor de crecimiento y el aparato y ciclo reproductivo de las
hembras. Está involucrado de alguna manera en los cambios cíclicos de las
73
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hembras, en el desarrollo y crecimiento de gametos, desarrollo embrionario y
maduración de la placenta con el fin de poder llevar a cabo una gestación
satisfactoria.

Podemos decir, que el factor de necrosis tumoral, también incrementa el nivel y
síntesis de la progesterona tecal e inhibe la progesterona basal, y para realizar
bien su función, es estimulada por la hormona foliculoestimulante (FSH) en las
células de la granulosa.

Además de las acciones mencionadas anteriormente, el factor de necrosis
tumoral, aparece como inhibidor de viabilidad, crecimiento y diferenciación de
blastocitos en estados de preimplantación74.

1.4.10.

Inhibinas.

Origen y naturaleza.

La principal fuente de secreción de inhibinas son sin duda las gónadas. Son
proteínas que constan de dos unidades: alfa y beta. En la hembra las inhibinas
son secretadas o transportadas, por sangre venosa, mientras que en el macho se
secretan por linfa.

74
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Funciones principales.

Esta hormona, inhibe la secreción de la adenohipófisis, especialmente de la
FSH75, por lo tanto es responsable en gran medida de la involución del cuerpo
lúteo. Cumple además una serie de funciones específicas y muy importantes:
-

Acción muy significativa en foliculogénesis durante el ciclo estral.

-

Da la señal a la hipófisis sobre la cantidad de folículos que están creciendo
en el ovario76.

-

Reduce el índice de secreción de la hormona foliculoestimulante, de
manera, que deja ovular la cantidad respectiva a cada especie, respetando
siempre este valor. Esta disminución en la secreción de la FSH, ocurre
porque las inhibinas, “inhiben” la síntesis de GnRH (Hormona liberadora de
gonadotropinas).

-

De manera más indirecta, regulan la función de las células de Leyding.

También se debe tener en cuenta, que es muy importante en equinos para que no
se realice una superovulación, ya que en esta especie no es característico. Esto
ocurre, gracias a que la inhibina es muy activa, y el folículo dominante produce
cantidades bastante elevadas de hormona foliculoestimulante, produciendo que
los demás folículos no se desarrollen normalmente. De esta manera actuarían las
inhibinas en este caso específico.

75
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1.4.11. Folistatina.

Es otra proteína aislada del líquido folicular 77. Inhibe la secreción de FSH muy
similar a las inhibinas, por medio de la acción paracrina que la caracteriza; inhibe
los receptores a FSH en los folículos adyacentes, y de esta manera, no permite la
acción de esta hormona gonadotrópica. Además de esto, enlaza activitas y
neutraliza su actividad normal, llevándola al mismo resultado anterior.
Por lo tanto, se puede concluir que la folistatina de una u otra manera, modula la
secreción y por ende, los niveles de la hormona folículo estimulante.

1.4.12.

Activinas.

Se llaman activinas a las proteínas que se hallan en el líquido folicular que en
lugar de inhibir la secreción de FSH, la estimulan. A diferencia de las inhibinas, las
activinas cuentan también con secreciones autocrinas, lo que conlleva a auto
estimularse en la síntesis de FSH, y por ende a desarrollar los folículos ováricos.

77
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Figura 2: Acciones fisiológicas de inhibinas y activinas.

Fuente: HAFEZ E.S.E. Reproducción e Inseminación artificial en animales. 2002. Pág. 44.

1.5. COLORANTES

La Orceína y la Resorcina fucsina son colorantes para fibras elásticas.
La orceína es un colorante natural, específico para fibras elásticas. En esta
coloración el tipo de unión predominante entre tejido y colorante son las fuerzas de
Van der Waals, responsables de la tinción. Las fibras elásticas las veremos entre
bordeau y castaño oscuro, mientras que las demás estructuras tisulares se tiñen
de color marrón pálido.
Fuerzas de van der Waals: Son fuerzas de atracción de corto alcance y de gran
importancia en la interacción de los sustratos hidrofóbicos con las estructuras
aromáticas de los colorantes. Es importante por ejemplo en la tinción de las fibras
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elásticas (compuesta por la proteína elastina que es hidrofóbica) por colorantes
como la orceína cuyo componente activo presenta anillo aromáticos.
1.6.

FERTILIZACIÓN IN VITRO

La técnica de fecundación In vitro, brinda grandes ventajas para la producción
animal. Mediante este método biotecnológico, se pueden obtener animales
seleccionados, con la genética que se requiera para cada sistema productivo.
Existen gran cantidad de trabajos experimentales sobre la fertlización In vitro, con
diferentes técnicas y medios de maduración.

1.6.1. Selección y capacitación de los espermatozoides.

Parte del éxito en la fecundación In vitro (FIV) es el proceso de capacitación que
deberá implementarse en los espermatozoides.

Swim-up: conteniendo en tubos de plástico de 3 ml, conteniendo 1,5 ml de medio
definido modificado (mdM) con cafeína (1mg/ml) a cada uno de los cuales se le
adiciona en el fondo 110 μl de semen, de fertilidad comprobada e incubada
durante 45 minutos en ángulo de 45° en la atmósfera mencionada anteriormente 78.
Por medio de centrifuga: el semen se centrifuga a 500G durante 5 minutos , en
medio, en medio Brackett y Oliphant, sin glucosa, complementado co 4 UI/ml de
heparina (sigma). La concentración final del BO se ajusto a 2 UI/ml de heparina, 5
mM de cafeína benzoato de sodio y 10 mg/ml de albúmina sérica bovina fracción
V (BSA, sigma)79.

78

OP. CIT. PALOMARES, Roberto. 2006.
LAROCCA, C. Diferentes fuentes de líquido folicular en el desarrollo In vitro de embriones bovinos. 2004.
pg. 330.
79

48

A través del microscopio óptico se evaluó la motilidad progresiva individual,
comparando el patrón de movimiento progresivo del espermatozoide después del
tratamiento80.

Después de 27 horas de maduración, los ovocitos se lavan en medio de
fecundación. La FIV se realizo en micro gotas de 100 μ/ml de medio de
fecundación TALP (Medio Tyrode modificado, definido por parrish et al., 1986)
suplementado con 1μ/ ml de hipo taurina (sigma H-1384), cubiertas con aceite
mineral en placas de cultivo de 35*10. Se colocan 20 a 25 oocito por microgota y
se inseminan con una alícuota (5 μl) de la suspensión de espermatozoides
capacitados, con una concentración final de aproximadamente 3.5 *106
espermatozoides /ml) el co-cultivo se mantuvo durante 24 a 38 °C en una
atmósfera de 5% de CO2en aire saturada de humedad 81.

La

fecundación

es

llevada

cabo

colocando

una

dosis

de

200.000

espermatozoides motiles por gota de 100 μl (2 X 10.6 espermatozoides /ml) de
mDM sin cafeína, conteniendo 20 COC’ s durante 18 horas 82.
Las placas se prepararon de la misma que las placas para maduración , los
espermatozoides se agregaron a las placas de fertilización

durante el primer

minuto (para prevenir cambios en el pH del medio) y se llevaron a la incubadora
a 39°C , equilibrada con 5% de O2 y 90% de N2, en un 100% de humedad
relativa , y se cultivaron durante un periodo de 24 a 48 horas 83.
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1.7.

OTRAS BIOTECNOLOGÍAS DE LA REPRODUCCIÓN

En la actualidad, existen diferentes métodos y técnicas que se han venido
desarrollando a la medida de las necesidades del productor, no solo de ovejas
sino de cualquier explotación animal. De tal manera, que se han creado nuevas
biotecnologías con miras a mejorar la reproducción y por ende la producción de
bovinos, ovinos, equinos, etc. Estas tecnologías se basan en métodos artificiales
como inseminación, producción y transferencia de embriones, sexaje de semen,
micromanipulación de gametos y fertilización In vitro, etc. El desarrollo de estas no
cesa, ya que con el paso del tiempo se vienen mejorando y se seguirá
investigando en ellas. La especie más trabajada biotecnológicamente es la bovina,
sin embargo, especies como la ovina y la equina, también han mostrado
respuestas favorables a estas técnicas.

1.7.1. Inseminación artificial

El desarrollo más importante y trascendente en la explotación del ganado vacuno,
en los años después de la II Guerra Mundial, fue el rápido crecimiento de los
servicios de IA en todo el mundo84. De esta manera, la técnica de IA se ha venido
desarrollando cada vez más.

La inseminación artificial, es un método de reproducción animal en el que el
semen es depositado en la hembra utilizando técnicas que reemplazan a la
copulación, ya sea en óvulos (intrafolicular), en el útero, en el cérvix o cerca al
oviducto, según corresponda. Esta técnica fue creada con el fin de mejorar
genéticamente animales, utilizando semen de machos valiosos con hembras de
84
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poco o gran valor, con fines netamente productivos. De esta manera, se van
mejorando las razas y los animales, y así la producción de una explotación logra
mayor calidad en sus productos. La técnica está muy implementada en bovinos,
en yeguas y cerdas, sin embargo, otros animales como las ovejas y cabras no son
inseminadas frecuentemente85.

Esta biotecnología, ofrece muchas ventajas al productor y al médico veterinario, ya
que permite la manifestación de genes valiosos productivamente, selecciona los
animales en un medio productivo, mejora el rendimiento de los mismos, permite el
uso de semen de animales que no pueden copular por una u otra manera y su
semen es congelado, disminuye las enfermedades de transmisión sexual, y lo más
importante, contribuye a la investigación científica y mejoramiento animal.

1.7.2. Sexaje de espermatozoides

No es una técnica muy utilizada actualmente, y no ha dado buenos resultados.
Esta técnica se basa en varios procesos que han sido experimentados como lo
son la sedimentación, columna de albúmina, centrifugación, electroforesis,
enfoque isoeléctrico, etc86. Esta técnica se realiza con el fin de obtener crías del
sexo requerido según cada explotación, por ejemplo, si es un hato lechero, lo que
se desea que nazcan son hembras, así que las vacas son inseminadas con semen
sexado que solo contenga espermatozoides con genes XX; lo contrario sucede en
una explotación de carne, donde se busca principalmente que solo nazcan
machos.

85
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1.7.3. Transferencia de embriones
La transferencia de embriones es una técnica que se ha venido desarrollando con
el paso del tiempo en diferentes animales domésticos de producción, sin embargo,
la primera transferencia de embriones fue realizada por Heape años atrás, en una
coneja. Este método se ha venido especializando aún más en los últimos años, y
cada vez se va haciendo más comercial y asequible. El principal objetivo del
transplante de embriones es incrementar la tasa reproductiva de una hembra de
excelentes características, fecundada con un toro de alta genética 87. El transplante
de embriones puede referirse, tanto al transplante de óvulos como al de
embriones.
El método se inicia con la superovulación (producción de un número de óvulos
superior a lo normal por la especie) esto se logra induciendo a una hembra
mediante la aplicación de hormonas FSH, hormona folículo estimulante. Los
óvulos pueden ser fecundados dentro de la hembra extrayendo luego los
embriones para ser depositados en la hembra receptora o ser fecundados en
laboratorio. Una vaca de alta genética, por ejemplo, puede lograr así cerca de 40
crías en un año, cuando lo normal sería sólo una.
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2. MATERIALES Y MÉTODOS

MARCO DEMOGRÁFICO

Se recolectaron 205 ovocitos, por medio de la obtención de 152 ovarios de 76
ovejas sacrificadas para abasto público en un matadero de traspatio en la
localidad de Engativá en Bogotá.

MARCO GEOGRAFICO

Bogotá se encuentra a altura de 2.640 m.s.n.m., con una temperatura que oscila
entre los 11-19 °C y una precipitación acumulada promedio de 700 mm año
La obtención de los ovarios se llevó a cabo los jueves de cada semana, días en
que se realiza el sacrificio en este matadero, desde allí fueron transportados en
automóvil particular, con condiciones especiales, hasta la sede de la Universidad
de La Salle, en la carrera 7 No. 175 - 85 y propiamente al laboratorio de
inmunogenética ubicado en el segundo piso de la sede.

Obtención y transporte.

Se recolectaron 152 ovarios en lotes de 6-20 ovarios por recolección, (la edad, la
condición corporal, la fase del ciclo estral y el estado reproductivo del animal no se
tomaron en cuenta para el presente estudio) que fueron transportados a el
laboratorio de Inmunogenética, en una solución de transporte (Solución salina al
0.9%) a baño de maría, a una temperatura de 37 a 39° C que se mantuvo por
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medio de una estufa pequeña a gas, monitoreada permanentemente mediante un
termómetro.

Recolección

Al llegar al laboratorio, los ovarios fueron lavados en una solución de hipoclorito de
sodio al 1% a 37 0C, y fueron debridados de todos los tejidos sobrantes, como
grasa, detritus y sangre.

Los oocitos se recolectaron por la técnica de aspiración folicular, por medio de una
jeringa de 1 cm. Con aguja calibre 24G técnica modificada

de la técnica del

manual de laboratorio de la fertilización In Vitro al transplante de embriones; con
las manos enguantadas, sosteniendo el ovario con una gasa, se comienza la
aspiración utilizando una aguja 18 y una jeringa de 10cc. Con la abertura hacia
abajo se lleva la aguja por entre la corteza, tratando de ejercer el mayor vacio
posible88. Ya que es la técnica más eficiente en cuanto al tiempo y calidad para la
obtención de oocitos. El fluido folicular obtenido en las jeringas, fue depositado en
cajas de petri estériles de 60 x 15 mm.

Los ovocitos fueron capturados con ayuda del microscopio de invertido con
contraste de fase a 200X y

micropipeta de 10 ul, y poder cultivarlos

posteriormente en las microgotas.
Los oocitos fueron clasificados de acuerdo al número de capas de células del
cúmulos y la apariencia del citoplasma. De estas categorías, en general, se
considera que solamente los ovocitos tipo A y B, poseen un elevado potencial para
88

OLIVERA A., Martha. De la fertilización in-vitro al transplante de embriones “Manual de laboratorio”.
Universidad de Antioquia, 1994.
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desarrollarse a embriones por medio de técnicas de FIV. Sin embargo, para la
realización del estudio, fueron utilizados para el cultivo los tipos A, B y C.

Tabla 1. Criterios de selección de calidad de ovocitos.
CRITERIOS DE SELECCIÓN DE OVOCITOS
TIPO

No. CÉLULAS CÚMULOS

CITOPLASMA

A

Capas múltiples, compactas de células del
cúmulos (más de 4)

Homogéneo y transparente

B

Capas múltiples de células del cúmulos
(1-3)

Homogéneo con zonas periféricas oscuras

C

Denudados

Irregular con zonas oscuras

D

Células expandidas

Irregular con zonas oscuras

Fuente: RAMÍREZ, O. JIMÉNEZ, C. Recolección de ovocitos para procedimientos In vitro en bovinos. 1999.

Los ovocitos clasificados de calidad tipo D, fueron descartados luego de ser
observados y no se tuvieron en cuenta para el cultivo de maduración.

MEDIOS DE CULTIVO

Durante este estudio, se utilizaron medios de lavado y de cultivo de ovocitos, que
requirieron unas normas de manejo basadas en la esterilidad. De tal manera, que
se manipularon siempre en material de vidrio totalmente estéril por filtración a 0,22
um y fabricados en la cámara de flujo laminar. Luego de preparados, los medios
utilizados siempre fueron llevados a la incubadora a 39°C por 24 horas para
realizar la prueba de esterilidad correspondiente y luego fueron almacenados en
ultracongelador de – 70°C.
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Medio de transporte

El medio de transporte utilizado desde el matadero hasta el laboratorio, fue
Solución salina al 0,9%, la cual se preparó en el laboratorio mediante la mezcla de
1000 mL de agua destilada y 9 gr de NaCl, posteriormente filtrada en cámara de
flujo laminar embasada en frascos de tapa azul de 500 ml estériles que fueron
calentados a 37oC en el momento de ser transportados.

Medio de maduración

La base del medio de maduración de ovocitos fue el medio MEM (Minimum
esential medium) el cual contiene una mezcla de sales, aminoácidos esenciales y
vitaminas, para el crecimiento celular que ayudan a mantener y nutrir los ovocitos
durante la manipulación de estos 89. A continuación se detalla el proceso de
fabricación de medio MEM (para 100 mL):

En 100 mL. de agua destilada, se disuelven 0,96 gramos de medio MEM en polvo
y posteriormente se le agregan 0,22 gramos de NaHCO 3. La reacción del
bicarbonato de sodio sobre el medio MEM disuelto, debe mostrar que pasa de
color amarillo a rojo, lo que nos indica que su pH pasó de ser ácido a ser neutro.
Posteriormente se filtra en cámara de flujo laminar con filtro de 0,22 um y se
fracciona en 10 tubos de 10 mL y se les coloca papel parafilm.

Luego de tener listo el medio base, se procede a preparar el medio de maduración
ovocitaria de la siguiente manera:
89

OP.CIT. OLIVERA A., Martha, 1994.
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Tabla 2: composición del medio MEM
Medio MEM

9 mL

SFB o SOE*

1 mL

FSH

10 µL

LH

100 µL

Piruvato

20 µL

Gentamicina

10 µL

Estradiol 17β

10 L

Preparación de los componentes del medio
-

LH. El producto comercial utilizado como hormona luteinizante fue el
Chorulon®, que se compone de gonadotropina coriónica humana (HCG)
liofilizada de 1.500 UI. Su preparación se basó en la reconstitución del
producto en 5 ml. de diluyente y se congeló en tubos de eppendorf de 1 ml.

-

FHS: La hormona que se agregó al medio como foliculoestimulante fue la
llamada comercialmente Folligon®. Este producto contiene gonadotropina
sérica de yegua preñada (PMSG) liofilizada, a 1.000 UI. Su preparación se
realizó según su presentación comercial, es decir, se reconstituyó en 5 ml
de diluyente y se congeló en tubos de eppendorf de 1 ml.

-

Antibiótico (Penicilina): Se reconstituyó una presentación comercial de
Genfar, que viene a 3´000000 U.I. en 10 ml de diluyente, posteriormente se
filtró y se almacenó en tubos de 1 ml.

-

Estradiol: la hormona utilizada fue Benzoato de estradiol, conocido
comercialmente como Grafoleon, de 5 mg. El cual fue reconvertido en
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alcohol a 10 mg. por ml. se almacenó en tubos de eppendorf de 1 ml, y se
cogeló igual que las otras hormonas.
-

SFB: La sangre fetal es procesada en centrífugas discontinuas y
refrigeradas.

Luego de esto, se extrae por succión el suero bajo flujo laminar
descartando la fracción roja. Posteriormente se realiza la esterilzación del
producto en un tren de filtración que termina en una doble filtración
esterilizante de 0.1 um, bajo un flujo vertical en un área clasificada 100.
Terminado

el

producto

es

fraccionado,

etiquetado

y

congelado.

La presentación es en frascos de 1000 cc, 500 cc, 250 cc y 60 cc.
Posteriormente el producto es rápidamente enfriado a temperatura -20ºC.
El material así procesado es gamma irradiado de 25 a 32 Kgrey para
asegurar la inactivación de virus y microplasma manteniendo la integridad
del producto.

El frasco de 400 ml es reenvasado en la cámara de flujo laminar, en tubos
de 20 ml, 10 ml y 1 ml, para ser congelados en el ultracongelador (revco) y
de esta manera tener la disponibilidad para ser utilizado.
-

SOE: En cuanto al suero de ovino en estro (SOE), se realizaron dos tomas

de muestras. La primera fue en la Hacienda Belén del Río en Chía,
Cundinamarca, donde se obtuvieron 15 tubos de sangre de ovejas en estro.
El momento del estro en el que se encontraban fue variable, ya que la única
información que se tenía de ellas era que habían entrado en celo y habían
sido confirmadas en la mañana mediante la observación del moco vaginal
con ayuda de un espéculo. La segunda toma de muestras de sangre, se
realizó en la finca La Rebeca, en Carmen de Apicalá, donde se tomaron 18
tubos de sangre de ovejas en estro: en esta finca la información del estado
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reproductivo específico del celo de las ovejas de las cuales se tomaron
muestras, no es muy exacto.

*El SFB (suero fetal bovino) se utilizó en el 50% de las muestras y el SOE (suero
de oveja en estro) se utilizó en el otro 50%.
Este medio de cultivo, fue utilizado para preparar las microgotas, en cada caja de
petri para posteriormente sembrar allí los ovocitos recolectados durante el
proceso.
Fabricación de microgotas
Luego de la elaboración de los medios de cultivo respectivos, se continuó con la
fabricación de microgotas. Para fabricarlas, se procedió a tomar cajas de petri
totalmente estériles bajo la cámara de flujo laminar, y con micropipetas se
dispusieron 10 µL de medio de maduración; luego se recubrieron con 5 a 10 mL
de aceite mineral previamente lavado y esterilizado. Posteriormente, en cada
microgota ya cubierta, se agregaron 80 a 90 µL más de medio. Estas fueron
distribuidas de 9 a 12 gotas en cada caja de petri, y en cada una de las gotas se
cultivaron de 1 a 4 ovocitos según la disponibilidad del material biológico.
Para realizar el trabajo de campo, se dividieron las muestras en dos grupos. El
grupo 1 fue cultivado en el medio nombrado anteriormente, basado en el medio
MEM y utilizando SFB al 10%. El segundo grupo fue cultivado en el mismo medio,
con la diferencia de que en este caso se utilizó SOE en reemplazo del SFB. Los
oocitos se maduraron en microgotas a 39°C en un ambiente de 5 % de CO2 con
alta humedad durante 24 Hrs.

59

Evaluación de la maduración oocitaria
La valoración del estado de maduración oocitaria, se llevó a cabo mediante la
visualización directa por medio del microscopio de fase invertida y posteriormente
con la tinción in toto de los ovocitos con acetato de orceína mediante pipeteo
mecánico repetido y posteriormente se tinturaron con orceína al 1,1%
observándose en un microscopio de contraste de fases. El colorante de orceína,
se preparó mezclando 1g. de orceína en polvo con 60 ml de ácido acético al 40%
y se almacenó a temperatura ambiente en tubos estériles 90.
Criterio de maduración oocitaria
Tabla 3:
Criterio
Zona pelúcida
Condensación de la cromatina
Cuerpo polar
Tamaño
Tiñe o no con orceína
Forma

Maduro
Clara, homogénea, amplia.
Homogénea
Presente
Aumento
Tiñe
Redondeado, regular

MATERIALES

Material Biológico

Hormonas

90



Ovarios ovinos



Suero de oveja en estro



Suero fetal bovino



Folligon



Chorulon



Estrógenos



MEM

OP. CIT. OLIVERA, Martha. Pg. 34.
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Inmaduro
Inexistente, rugosa, estrecha
Picnótica
inexistente
Igual
No tiñe
Irregular

Medios y suplementos

Material de laboratorio

Equipos de laboratorio

Material para transporte

Material para toma de
muestras



Solución salina 0,9%



Piruvato



Hipoclorito al 1%



Aceite mineral



Agua destilada



Antibiótico (EPI)



Placas de petri de 100 mm y placas de petri de 35mm



Vasos de precipitados



Frasco de boca ancha para colectar ovarios



Pipetas



Micropipetas de precisión



Puntas azules y amarillas



Ultracongelador (revco)



Microscopio invertido de contraste de fase



Baño de María



Incubadora con ambiente en CO2



Centrifuga



Refrigerador



Autoclave



Estufa portable a gas



Olla de aluminio



Termómetro



Equipo de disección



Jeringas de 1ml (insulina)



Vacutainer® tapa amarilla (Clot activator) de 5 ml.
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Materiales varios



Batas de laboratorio



Cinta de enmascarar



Papel craft



Papel toalla



Extrán



Gasas



Papel aluminio



Algodón



Marcador para esterilizar



Papel de notas



Filtros para esterilización
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3. RESULTADOS
Durante la toma de muestras hubo variabilidad en cuanto a la duración y la
cantidad de material recogido cada día. Esto dependía únicamente del matadero,
ya que había días en que por diferentes razones cancelaban el sacrificio o
simplemente, la mayor cantidad de animales eran machos y por lo tanto no se
podían tomar la misma cantidad de ovarios cada semana. Otras circunstancias
que se presentaron fueron por ejemplo, días en que había lotes de hembras
demasiado jóvenes, y de esta manera, al llegar al laboratorio y procesar el
material biológico, se encontraban ovarios de estructura plana y con pocas
muestras de actividad folicular aparente, por tanto, la cantidad de ovocitos que se
podían recolectar era muy baja. Por otra parte, hubo un limitante importante
durante la realización del trabajo de campo, ya que el sacrificio de los ovinos era
únicamente los días jueves de cada semana, motivo por el cual sólo se podían
tomar muestras una vez a la semana, y por lo tanto el trabajo práctico se hizo
bastante largo.

Los resultados de este estudio, fueron tomados en el laboratorio mediante la
observación de los ovocitos en el microscopio invertido de contraste de fases.
Durante el trabajo de campo se observó que era mejor visualizarlos en este
aparato, ya que se observaban mejor y por tanto era más fácil su manipulación
con la micropipeta y no en el estereomicroscopio, tal y como se reporta en otros
estudios. De igual manera, se observó que se obtenían mayor cantidad de
ovocitos del líquido folicular, al puncionar los folículos e inmediatamente depositar
su contenido en las cajas de petri para su observación al microscopio, ya que al
ponerlas antes en balas de eppendorf, se aglutinaban todos los detritos y al
observar este material al microscopio, era más difícil encontrar los ovocitos para
su captura.
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Para la investigación se tomaron 152 ovarios de 76 ovejas de los cuales se
obtuvieron 205 oocitos de buena calidad para ser madurados y 111 de estos
maduraron, la totalidad fueron evaluados al microscopio de fase invertida y el
75% fueron evaluados con orceina en lamina
El número total de oocitos sometidos a maduración fue 205 de los cuales 111
maduraron obteniendo un porcentaje de efectividad del 54.1%. Al grupo de SFB se
llevaron a maduración 104 de los cuales maduraron 72, logrando un porcentaje de
efectividad del 69.2% (ver tabla 4), y para el SOE maduraron 54 de un total de
101 oocitos sometidos a maduración, con un porcentaje de 53.4% de efectividad
(ver tabla 5).
Resultados sometidos a una prueba estadística de Chi cuadrado, que nos
demuestra que se encontraron diferencias significativas (p<0,05)
Tabla 4: Porcentaje de oocitos maduros Vs inmaduros en medio suplementado con suero Fetal
bovino.
Suero Fetal
bovino

Maduros

Inmaduros

Total

Total

72

32

104

Porcentual

69.2%

30.8%

100%

Tabla 5: Porcentaje de oocitos maduros Vs inmaduros en medio suplementado con suero de
ovino en estro.
Suero de
ovino en Celo

Maduros

Inmaduros

Total

Total

54

47

101

Porcentual

53.4%

46.5%

100%
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Gráfica 1: Comparación de los porcentajes de oocitos maduros en los medios de suplementación
con SOF frente a SFB.
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En cuanto a la clasificación de los oocitos y su porcentaje de maduración se
puede deducir que para ambos tratamientos los resultados obtenidos (tabla 6 y7)
indican que el porcentaje de maduración es mejor para los oocitos tipo A con un
82 % para los madurados con SOE y un 95.4% para los madurados con SFB
mientras que el porcentaje de oocitos maduros clasificados como tipo C es menor
con un 23.5 % suplementado con SOE y un

29.7 % suplementado con SFB.

Estas diferencias se ven claramente en las graficas 2 y 3.
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Tabla 6: Porcentaje de ovocitos maduros vs. Inmaduros en medio suplementado con SOE, y su
clasificación según su estadio.
Suero de ovino en
estro

Ovocitos
seleccionados

Maduros

Inmaduros

Tipo A

23

22.7 %

19

82 %

4

18 %

Tipo B

44

43.6 %

27

61.3 %

17

38.7 %

Tipo C

34

33.6 %

8

23.5 %

26

76.5 %

Total

101

100 %

54

47

Tabla 7: Porcentaje de ovocitos maduros vs. Inmaduros en medio suplementado con SFB, y su
clasificación según su estadio.
Suero Fetal Bovino

Ovocitos
seleccionados

Maduros

Inmaduros

Tipo A

22

21.1 %

21

95.4 %

2

4.6 %

Tipo B

45

43.2%

41

91.1 %

4

8.9 %

Tipo C

37

35.5 %

11

29.7 %

26

70.3 %

Total

104

100 %

72

66

32

Grafica 2: Porcentaje de oocitos maduros Vs inmaduros clasificados según su calidad utilizando suero de
ovino en estro como suplemento en el medio de maduración.
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Grafica 3: Porcentaje de oocitos maduros Vs inmaduros clasificados según su calidad utilizando suero de
fetal bovino como suplemento en el medio de maduración.
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4. DISCUSIÓN

Segùn Harper and Brackett, 1993, las condiciones de maduración de los oocitos In
vitro tales como el medio de cultivo, el tipo de suplemento usado como medio, el
tipo de oocitos y el co-cultivo con células de la granulosa
maduración,

pueden

afectar

la

proporción

de

oocitos

en el medio de
madurados

y

subsecuentemente el desarrollo de cigotos91. En el presente estudio, al comparar
dos suplementos diferentes en el medio de maduración, se

encontró que las

diferencias entre dichos componentes influyen directamente en la capacidad de
maduración de los oocitos.

En las tablas 4 y 5, se observa que el porcentaje de maduración de oocitos es
mayor con suero fetal bovino (69.2 %) con respecto al suero de ovino en estro
(53.4%), esto se puede atribuir a la composición del suero fetal bovino, dado que
tiene mayor similitud en cuanto a su composición con respecto al fluido folicular y
el fluido oviductal, ambientes en donde se realiza la maduración oocitaria in vivo.
Estudios similares fueron realizados por Tibary, A. (2005), donde encontró una
efectividad del 100% en la maduración de ovocitos de cabra, utilizando el
protocolo con suero fetal bovino, siendo esta cifra bastante alta comparada con los
resultados de este estudio donde se encontraron resultados de 69,2% con el
mismo medio.

91

FERREIRA, VASQUEZ, Evaluación del efecto de promotores de maduración oocitaria in vitro en bovinos.
2008
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Tabla 8: componentes del fluido oviductal y el fluido folicular.
FLUIDO OVIDUCTAL

FLUIDO FOLICULAR

Oviductina

Progesterona

Uteroglobina

Testosterona

Proteína asociada a estrógeno (EGP)

Estrógenos,

Factores de Crecimiento

LH

Prostaglandinas

FSH

Catecolaminas
Iones

El sistema de cultivo debe imitar el final de los eventos de la ovogénesis que
ocurre durante el periodo periovulatorio92. Como se describen que los COC´s
madurados en OMM modificado, suplementado con el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), presentaron similar tasa de división que los madurados en
OMM modificado más suero fetal bovino al 10% (T3), pero significativamente
mayor a la presentada por los oocitos madurados en medios químicamente
definidos en ausencia de EGF.93 Con lo que sepodria inferir la importancia de la
presentación de algunos factores de crecimiento en el proceso de maduración
oocitaria In vitro, dadas sus funciones como la estimulación de la síntesis de ADN,
promoción de

la reanudación de la meiosis, y estimulación de la mitosis,
94

principalmente .
El suero sanguíneo utilizado como suplemento de los medios de maduración es
una combinación altamente compleja de componentes que incluye proteínas,
acidos grasos, vitaminas, hormonas, elementos traza y factores de crecimiento. La
suplementacion de los medios de maduración con suero se ha utilizado de forma
92

OP. CIT. FERREIRA, VASQUEZ. 2008.
OP. CIT. PALOMARES y col
94
OP. CIT . HAFEZ. E.S.E. 2000
93
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rutinaria en los sistemas de MIV para proporcionar una fuente de proteínas y
energía al ovocito durante la maduración. Tambien se ha considerado la
importancia de incluir suero en el medio de MIV para prevenir el endurecimiento
de la zona pelucida ya que esto podría afectar de forma adversa la fecundación 95.
De esta manera, la razón por la que los oocitos madurados con suero fetal bovino
tengan una diferencia significativa (p<0,05) en su maduración, puede deberse a
que en el suero fetal se encuentran niveles más altos de factores de crecimiento,
evidenciado al encontrar a nivel uterino receptores para el factor de crecimiento
epidermal en el endometrio, al igual que en la placenta humana, lo que nos
evidencia la presencia de este tipo de factores 96, además de la presencia del
mismo en líquido amniótico y plasma materno 97. Estos factores de crecimiento no
solo están presentes en el fluido folicular y en los antes mencionados sino también
en el suero que también contiene otros factores de crecimiento De acuerdo con
palomares – Naveda, 2006, que indican que algunos factores de crecimiento y
citoquinas, que actúan como reguladores intraovaricos y a nivel folicular, estos
tienen acción moduladora sobre las gonadotropinas
autocrina y paracrina. El

que actúan de forma

EGF ha sido encontrado en folículos antrales y

preantrales pequeños de hámster. Este factor de crecimiento estimula la síntesis
de ADN y la proliferación de células de la granulosa en la cerda e inhibe su
diferenciación, también acorta el tiempo requerido para la ruptura de la vesícula
germinal, promoviendo la reanudación de la mitosis, que con la suplementación
del medio de cultivo, con hormonas como la FSH, LH y estrógenos, las cuales
crean un ambiente similar al in vivo que reafirma lo que demuestran estudios, que
el medio de maduración suplementado con hormonas gonadotrópicas, mantienen
la vesícula germinal intacta y la subsecuente fertilización efectiva, comparado con
el medio TCM-199 sin suplementos98. El efecto benéfico de las gonadotropinas en
el medio de maduración es más pronunciado en ovocitos de hembras prepúberes

95

OP.CIT. UNIVERSIDAD DE CATALUÑA. 2005
OP. CIT. CAVIRIA, Maria Teresa. 2000, pg. 103.
97
OP. CIT. KNOBIL, Ernst. 1993, Pg. 914.
98
OP.CIT. OCAÑA, QUERO. et al. 1997. Pg 6
96
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o juveniles99. A diferencia de los resultados encontrados por Choi et al. (1998), que
emplearon el liquido folicular bovino como aditivo en el medio de desarrollo, sin
obtener un efecto beneficioso sobre la tasa de desarrollo y de Berg and Brem
(1989), cuando dicen que el medio de TCM -199 puede ser utilizado tanto para
maduración como para cultivo, frecuentemente sin otro medio. Cuando el medio
fue suplementado con suero de ovino en estro se piensa que como se ve en la
siguiente gráfica, este solo aumentaría los niveles de estrógenos y LH, siendo esta
composición, insuficiente para la maduración exitosa de los ovocitos. Indicando así
que seria importante conocer la totalidad de los componentes que contiene este
suero y su función específica en el mismo,

para la realización de futuros

proyectos de investigación sobre maduración oocitaria con el fin de estandarizar
las técnicas utilizadas y demostrar su funcionamiento real,

logrando así, un

incremento en las tasas de MIV.
Figura 3. Comportamiento hormonal en el ciclo de la oveja durante la oleada preovulatoria.

Fuente: ARROYO, Ledezma. Sistemas neurales de retroalimentación durante el ciclo reproductivo
anual de la oveja: una revisión. 2006. Pag. 8-15.

99

TIBARY, A. Update on reproductive biotechnologies in small rumiants and camelids. 2005. Pg. 3.
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Sin embargo existe una correlación entre la calidad del oocito y la habilidad en la
maduración de su núcleo100. Los resultados de este trabajo, están de acuerdo con
esta afirmación, ya que se infiere que la calidad de los oocitos que fueron
seleccionados para ser madurados, influyó en la maduración, debido a que se
encuentran diferencias significativas entre la cantidad de oocitos madurados que
fueron clasificados como calidad A B y C en ambos grupos experimentales como
se ve en las gráficas (ver gráficas 2 y 3).
Similares hallazgos han sido reportados por Zhang y col (2008) donde encontraron
que el número de células que rodean el oocito (factor importante para la
clasificación de la calidad de los oocitos) juega un papel importante en el
desarrollo, ya que estas establecen una verdadera cooperación metabólica
posibilitando el pasaje de nutrientes hacia el oocito101. Otros estudios, reportan
también que la adición de células de la granulosa, en concentraciones específicas,
dan como resultado una rata de oocitos fertilizados más alta que en pruebas
donde no son agregadas este tipo de células 102. Sin embargo, otros estudios,
como el de Vasta et. al. (1998), sugieren que los ovocitos parcialmente desnudos
de este tipo de células, antes de la conservación, pueden traer beneficios para la
posterior fecundación y el desarrollo embrionario 103.

100

OP. CIT. FERREIRA Y VASQUEZ. 2008.
IBID. 2008.
102
OP.CIT. Ocaña, Quero, 1997. Pg. 7
101
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES



El estudio que se realizó resalta la importancia del desarrollo de técnicas
que permitan la estandarización de protocolos de maduración oocitaria In
vitro brindando posibles mejoras en la cantidad y calidad de los oocitos
ovinos.



Basados en los resultados de esta investigación se puede deducir que el
medio de maduración suplementado con suero fetal bovino da mejores
resultados con un (69.2%) de oocitos maduros comparado con el medio de
maduración suplementado con suero de ovino en estro con un (53.4%) de
oocitos maduros.



Utilizando la técnica de disección y maceración de los ovarios, los oocitos
son difíciles de extraer limpios y de buena calidad para ser madurados, por
eso se recomienda la técnica de aspiración folicular con aguja como se
realizó en esta investigación.



Los oocitos tipo A sometidos a maduración bajo la suplementación de SFB
presentaron un porcentaje de maduración de (95.4 %), los ovocitos tipo B
de un (91.1 %) y los tipo C de (29.7 %) y los tipo A madurados con SOE
de (82 %), los tipo B de (61.3 %) y los tipo C de (23.5 %). Lo que se logro
concluir según esto, es que al parecer, la calidad de los oocitos influye en
los resultados de ambos tratamientos y en la maduración de los mismos.



Se

recomienda

para

futuras

investigaciones

realizar

procesos

de

maduración de oocitos ovinos con medios de maduración más definidos,
utilizando distintos factores de crecimiento.


Se necesitan investigaciones que aclaren las composiciones exactas de los
sueros, como presencia de factores de crecimiento y tipo de proteínas para
establecer sus efectos sobre las células.
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